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　　　The　responses　to　interferon　（IFN），　tumor　necrosis　factor　（TNF）　and　Adriamycin　（ADM）　on
the　human　hepatoma　cell　line　PLC／PRF／5　were　studied　by　measuring　the　level　of　52－microglobulin
（P2－m）　and　PIVKA－II　in　culture　supernatant．　Chang　Liver　Cell　was　adopted　as　a　control．
　　　The　cellular　responses　were　investigated　by　treatment　with　each　of　IFN－y，　TNF－a，　or　ADM
alone，　and　the　combination　of　IFN－7　and　TNF－a　or　ADM．
　　The　following　results　were　obtained：
　　　　（1）　The　amount　of　the　supernatant　P2－m　（sup．　62－m）　in　PLC／PRF／5　cell　culture　increased
dose－dependently　after　IFN－7　treatment．　The　highest　level　of　62－m　in　Chang　Liver　Cell　was　induced
by　IFN－7　with　a　concentration　of　10　JRU／ml．
　　　　（2）　Only　a　small　increase　of　sup．　fi2－m　occurred　by　TNF－a　in　both　cell　lines．
　　　　（3）　The　dose－dependent　increase　of　sup．　P2－m　was　observed　by　ADM　in　both　cell　lines．
　　　　（4）　The　growth　of　PLC／PRF／5　was　suppressed　only　by　ADM．　TNF－a　alone　didn’t　suppress
the　growth　of　both　cell　lines．
　　　　（5）　The　synergistic　increases　of　sup．　62－m　and　antiproliferative　rate　（APR）　were
observed　by　the　combination　of　IFN－7　and　TNF－a　in　both　cell　lines．　Similar　increasing　tendency
was　also　observed　by　the　combination　of　IFN－7　and　ADM．
　　　　（6）　The　exponential　correlation　between　the　sup．　62－m　level　per　105　cells　and　APR　was
observed　in　both　cell　lines．
　　　　（7）　The　PIVKA－II　level　per　106　cells　in　the　PLC／PRF／5　supernatant　was　almost　steady　and
wasn’t　affected　by　IFN－7　or　TNF－a　treatment，　and　had　no　correlation　with　APR．
　　　These　findings　suggest　that　the　effects　of　the　combinations　of　IFN－7　and　TNF－a　or　ADM　are
synergistic　and　that　the　sup．　52－m　is　a　useful　marker　in　estimating　the　responses　of　the
tumor　cells　to　anti－tumor　agents．
（1990年5月7日受付，1990年5月17日受理）
Key　words：β2一マイクログロブリン（β一microglobulin），異常プロトロンビン（PIVKA－II）（protein　induced　by
vitamin　K　absence　or　antagonist－II）（PIVKA－II）），肝癌細胞株PLC／PRF／5（hepatoma　cell　line　PLC／PRF／5），
インターフェロン（interferon），腫瘍壊死因子（tumor　necrosis　factor）
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緒 言
　近年，画像診断等の進歩により，肝細胞癌は早期
発見され，根治手術施行例が増加している．しか
し，進行癌として発見され，切除不能な症例も多
い1）．この様な切除不能症例に対し，抗癌剤のone
shot動注法，肝動脈塞栓術，1ipiodolizationとい
った局所療法2），温熱療法3），interferon　（IFN），
tumor　necrosis　factor（TNF）などのcytokineを
はじめとする　Biological　Responce　Modifier
（BRM）による治療法，などに期待が寄せられてい
る．
　IFNは，1972年Gresser等4＞により抗腫瘍効果
が報告されて以来，悪性腫瘍に対し臨床応用されて
いる．TNF5）は，主としてマクロファージ由来の
cytokineで，腫瘍特異性が比較的高く，腫瘍内に
出血性壊死を生じ，腫瘍の退縮を招く作用が知られ
ている．
　現在，種々のcytokineの大量生産が可能となり，
臨床応用されつつある．しかしながら現在まだ，
BRMの抗腫瘍効果の判定基準が確立されていず，
早期の確立が期待されている．腫瘍細胞の，BRM
に対する反応性を簡便に察知することができれぼ，
cytokineの効果的な使用法を考えるうえで有用で
あると思われる．
　今度，Chang　肝細胞を対照として，肝癌細胞株
PLC／PRF／5に対するIFN，　TNFおよび抗癌剤
Adriamycin（ADM）の単独・併用効果を検討した．
また，その効果指標として，β2－microglobulin（β2－
m）6）とprotein　induced　by　vitamin　K　absence　or
antagonist－II（PIVKA－II）7）を用い，両者の細胞反
応性の指標としての意義を検討した．
実験試料および方法
　（1）細胞株
　HBs抗原産生性ヒト肝癌由来培養細胞株PLC／
PRF／5（Alexander　cell）8），対照に，細胞膜に可溶
性肝特異的リボ蛋白（liver　speci丘。　protein：LSP）
を有する健常成人肝細胞由来継代培養細胞株
Chang肝細胞9）を用いた．なお，両細胞株とも
10％Fetal　Bovine　Serum（FBS）加RPMI－1640
（Gibco）にて，37℃5％co2下，4日間隔で継代培
養した．
　（2）　interferon　（IFN）
　recombinant　human　interferon一γ（IFN一γ，シオ
ノギ）を，RPMI－1640にて溶解希釈し，細胞培養
中に10μ1量添加することにより，最終濃度1，
10，100，1000JRU／ml　になるよう調製した．
（JRU：　Japanese　reference　units）
　（3）　tumor　necrosis　factor　（TNF）
　recombinant　human　tumor　necrosis　factor－a
（T F一α，旭化成）を，　RPMI－1640にて希釈し，細
胞培養中に10μ1量添加することにより，最終濃度
10，100，1000U／mlとなるよう調製した．
　（4）　Adriamycin　（ADM）
　ADMを生理食塩水にて溶解後，階段希釈し，細
胞培養中に10μ1を添加することにより，最終濃度
0．02，0．1μg／mlとなるよう調製した．
　（5）細胞培養法
　継代培養したChang肝細胞，　PLC／PRF／5とも，
培養上清を捨て，ハンクス液に溶解した0．25％ト
リプシン，0．02％EDTAを加え，37℃にて10分
間incubateし細胞を剥離，ついで1，000　RPM　2分
間遠心し，上清を捨て，10％FBS加RPMI－1640
にて2×105cells／mlに調整した．これらの細胞浮
遊液を24穴プレート（Falcon　3047）に1　mlずつ
入れ，37℃5％CO2　incubatorにて24時間培養し
た．この時点で上清を捨て，新しいmediumと交
換し，IFN一γ，　TNF一α，　ADMを各々10μ♂添加し，
37℃CO2下で培養を行った．24，48，72時聞の時
点で上清を採取し，β2－m，PIVKA－II，　Interleukin－
1測定用に一20℃に保存した．
　（6）細胞数の測定
　細胞は，RPMI－1640で洗浄し，1m1のトリプシ
ン加EDTAを加え，37℃5～10分間incubate後ピ
ペッティングしmicrocell　counter　CC－120
（Sysmex）にて算定した．
　（7）上清β2－mおよびPIVKA－IIの測定
　培養上清中のβ2－mは，ビーズ固相enzyme　im－
munoassay（EIA）法（富士レビオ社）10）にて，ま
たPIVKA－IIはプレート固相EIA法（エーザイ
社）’1）にて測定した．
　（8）上清IL－1α，βの測定
　培養上清中のIL－1α，βは，　ELISA法（大塚アッ
セイ 12）にて測定した．
　（9）IFN一γとTNF・α，　ADMの併用実験
　PLC／PRF／5，　Chang肝細胞の細胞数を2×105
cells／mlに調製し，　Falcon　3047に1　ml／wellずつ
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分注した．IFN一γとTNF一α，またはADMを同時
添加した場合，IFN一γによるpreincubation後に
TNF一α　または　ADM　を添加した場合，逆に，
TNF一αまたはADMによるpreincubation後に
IFN一γを添加した場合，の各々の併用実験を試み
た．preincubationは6時間行い，　preincubation
も含めて24，48，72時間培養後の時点で上清を採
取し，β2－m，PIVKA－II，　IL－1α，βを測定した．
研究結果
　（1）細胞増殖曲線
　Chang肝細胞は，初期培養細胞数2．0×105
cells／mlが培養96時間後で10．0×105　cells／ml
（約5倍）の細胞数に達した．PLC／PRF／5は，初
期培養細胞数2．0×105cells／mlから開始し，培養
96時間後では，6．0×105cells／ml（約3倍）の細
胞数となった．それぞれの増殖生細胞数を0，24，
48，72，96時間取にプロットした．なお，生細胞
数の判定は0．4％trypan　blue　dye　exclusion　testに
よった（図1）．
　（2）培養上清β，一m
　Chang肝細胞，　PLC／PRF／5の，経時的に産生
放出されたβ，一mを示す．Chang肝細胞では，24，
48，72，96，144時間で各々46．0，120．6，180．6，
256．3，349．8ng／ml（細胞数1×105個あたりに換
算すると，12．1，15．9，19．2，25．6，35．Ong／105
cells）であり，！44時間まで増加した．
　PLC／PRF／5では，24，48，72，96，144時間で
18．7，35．4，69．5，82．0，80．3ng／ml（細胞数1×
105個あたり7．8，8．9，12．9，13．7，13．3ng／105
cells）であり，96時間以後はほぼプラトーに達し
た（図2）．
　（3）IFN一γ単独の上清β，一m
　IFN一γ各濃度において，　Chang肝細胞，　PLC／
PRF／5とも細胞数は72時間まで経時的に増加し
た．Chang肝細胞では，72時間培養，　IFN一γ100
JRU／mlで6．8×105　cells／ml，1000　JRU／mlで
5．6×105cells／mlとなり，　IFN一γ濃度に伴い細胞
の増殖は抑制された．PLC／PRF／5は，72時間培
養，IFN一γ100　JRU／mlで5．4×105　cells／ml，
1000JRU／mlで5．0×105　cells／mlであった（図3
－a）．
　Chang肝細胞における上清β2－mは経時的に増
加し，IFN一γ10，100，1000　JRU／ml，72時間培
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図2培養上清β2－mの経時的変化
養で，それぞれ41．0，31．0，39．3ng／105　cellsで
あり，無添加に比し増加していた（図3－b）．
　PLC／PRF／5においても上清β，一mは培養時間と
ともに増加し，72時間培養，IFN一γ10，100，
1000JRU／mlで各々29．3，46．1，67．Ong／105　cells
とIFN一γ濃度依存的に増加した（図3－c）．
　（4）TNF一α単独の上清β、一m
　TNF一α　添加において，　Chang肝細胞，　PLC／
PRF／5とも経時的に細胞数は増加したが，各培養
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　　　　　　　図4　TNF一α単独添加時の細胞増殖曲線と上清β2－m
時間における細胞数は，両細胞とも　TNF一α1000
U／mlまで無添加とほとんど差を認めなかった（図
4－a）．
　Chang肝細胞，　PLC／PRF／5ともに上清β2－mは
経時的に増加し，いずれもわずかにTNF一α濃度
依存的に高い傾向はあるが，無添加と大差はみられ
なかった．72時間培養，TNF一α1000　U／mlで，
上清β，一mはChang肝細胞で25．2ng／105　cells，
PLC／PRF／5で19．Ong／！05　cellsであった（図4一
b，c）．
　（5）ADM単独の上清β、一m
　培養72時間において，生細胞数が一定以上保た
れているADM濃度を検討した．その結果，0．02，
0．1μg／ml濃度のADM量を決定した．　Chang肝
細胞，PLC／PRF／5両細胞とも各培養時間におい
て，細胞数はADM濃度依存的にi無添加より減少
した（図5－a）．逆に，両細胞とも上清β2－m　は
ADM　濃度依存的に経時的に増加した．すなわち，
（4）
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ADM　O．1μg／ml　72時間培養で，　Chang肝細胞で
は95ng／IOs　cellsと高値を示し（無添加では19．2
ng／105　cells），PLC／PRF／5では，27．9ng／105　ce11s
（無添加では12．9ng／105　cells）であった（図5－b，
c）．
　（6）IFN一γ，　TNF一α，　ADM各々単独時の増殖抑
　　制率
　72時間培養時の増殖抑制率を，下記式により算
出した．
増殖抑制率（％）＝〔1一（T－Co）／（C－Co）〕×100
　　　T：薬剤添加群の細胞濃度
　　　C。：培養開始時の細胞濃度
　　　C：薬剤無添加対照の細胞濃度
　Chang肝細胞において，　IFN一γ1000　JRU／mlに
より増殖抑制率は53．2±1．4％，PLC／PRF／5では
いずれの濃度でも増殖抑制は認められなかった．
TNF一α1000　U／mlでは，　Chang肝細胞，　PLC／
PRF／5　とも0％　であり，　ADM　O．1μg／mlで
Chang肝細胞100％，　PLC／PRF／568．0±0．7％で
あった（表1）．
　（7）IFN一γとTNF一αの併用
　TNF一αを1000　U／mlとしてIFN一γ各濃度と
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併用し，増殖抑制率および上清β2－Mを検討した．
Chang肝細胞では，　IFN一γ100，1000　JRU／mlと
の併用でほぼ100％の増殖抑制を認めた．すなわ
ち，IFN一γとTNF一αの併用では，同時併用，時
間差併用とも，増殖抑制率はIFN一γの濃度に伴い
増加した．また，上清β2－mもIFN一γ濃度依存的
に増加し，IFN一γ1000　JRU／mlとの同時併用で，
上清β、一mは210．4ng／105　cellsと最高値を示した．
また，増殖抑制率および上清β，一mは同時併用群で
高い傾向にあった（図6－a）．
　PLC／PRF／5では，　IFN一γ100　JRU／mlとの同
時併用で増殖抑制率42．2％，上清β、一m　68．7ng／105
cells，　IFN一γ1000　JRU／mlとの同時併用で73．3％，
116．Ong／105　cellsと最高値を示した．上清β、一m，
増殖抑制率はIFN一γ濃度依存的に増加し，同時併
用群で高い傾向が認められた（図6－b）．
　（8）IFN一γとADMの併用
　ADM　O．02μg／mlとIFN一γ各濃度との併用で
検討した Chang肝細胞では，　IFN一γ1000　JRU／
mlとの同時併用により増殖抑制率78．1％，上清β、
一m74．7ng／105　cellsであったが，　ADM　O．02μg／
ml単独でも67．5％，61．6ng／105　cellsであり，併
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表11FN一γ，　TNF一α，　ADM各々単独の細胞増殖抑制率と上清β2－m（72時間培養）
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用による効果増強は顕著ではなかった（図7－a）．
　PLC／PRF／5において，増殖抑制率は，　IFN一γ
1000JRU／ml単独で0％，　ADM　O．02μg／ml単独
で37．9％であったが，両者の同時併用により，増
殖抑制率51．7％に増加した．また，増殖抑制率は，
IFN一γ濃度に伴い増加する傾向がみられたが，各
併用法間の差は顕著ではなかった（図7－b）．
　（9）上清β2－mと増殖抑制率との関係
　IFN一γ，　TNF一αADM単独及び併用において，
縦軸に細胞105個あたりの上清β2－mを，横軸に増
殖抑制率をプロットした．
　Chang肝細胞では，　y　＝25。3eo・0113x（相関係数r＝
0．9437），PLC／PRF／5では，　y＝47．3　eo・on5x（r＝
0．9387）という正の指数相関が認められた（図8－a，
（6）
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　（10）培養上清PIVK：A－II
　培養上清PIVKA－IIは，　Chang肝細胞では培養
144時間まで測定感度以下であった．
　PLC／PRF／5では，培養24，48，72，96時間で
0，06，0．12，0．47，0．60AU／mlと経時的に増加
し，以後プラトーとなった．IFN一γ，　TNF一α単独
添加時でもほぼ同様の増加を示したが，96時間以
降，TNF一α添加群で，対照に比しやや低下する傾
向を認めた（図9）．
　（11）培養上清PIVKA－IIと増殖抑制率との関係
　IFN一γ，　TNF一α単独及び併用において，縦軸に
細胞106個あたりの上清PIVKA－IIを，横軸に増
殖抑制率をプロットした．PLC／PRF／5において，
単位細胞数あたりの上清PIVKA－IIと増殖抑制率
との関係は，y＝0．77　eo・oo29x（r＝0．2821）で示さ
れ，両者 に相関は認められなかった（図10）．
　（12）IFN一・γ，　TNF一α添加培養上清IL－1α，β
　Chang肝細胞，　PLC／PRF／5細胞培養中に，
IFN－7　10’vlOOO　JRU／ml，　TNF－a　10n－1000　U／ml
単独および併用添加時のIL－1α，βは，培養144時
間まですべて測定感度以下であった．
（7）
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考 察
　IFN一γは抗原やPHA，　Con－A，　LPSなどの
mytogenの刺激によりTリンパ球が産生するもの
で，immune－interferonともいわれるが，現在の製
品はほとんどがrecombinantである．　IFNの抗腫
瘍活性には，腫瘍細胞自体に対する直接作用と，宿
主免疫系を介した間接作用とが想定されている．直
接作用は，IFNが腫瘍細胞表面のレセプターに結
合後，二重鎖RNA　の存在のもとでoligo　2’St
adenirate　（2’5’A）が産生され，これがendonu－
cleaseを活性化し，単鎖RNAを分解するとともに
DNA，蛋白合成を阻害することにより生じると考え
られている13）．
　TNFは多岐にわたる生物活性が明らかになりつ
つある．しかし，TNFの抗腫瘍活性の作用機序，
標的細胞特異性，生理的意義などいまだ不明な点も
多く残されている．活性化マクロファージから
TNF一αが，リンパ球からTNF一β（リンフォトキ
シン）が産生されることが明らかにされている．
TNFにも腫瘍細胞上の特異的レセプター（分子量
95kd）の存在が知られている．レセプターに結合
したTNF分子が細胞内に取り込まれ，　lysozome
に運ばれるが，その際，Iysozome酵素の活性化14），
スーパーオキサイドの発生14），Caイオンの細胞内へ
の搬入15），などが崩壊機序の一役を担っている．
　腫瘍細胞のTNF感受性は，レセプター数と明ら
かな相関が認められている16）．肝細胞癌について
は，腫瘍の縮小，壊死，腫瘍マーカーの低下などが
認められている17）．
　β2－lnはMajor　Histocompatibility　Complex
（MHC）class　I抗原のsubcomponentであり，免
疫グロブリンのconstant　domainと相同性を示す．
すべての有核細胞より産生される分子量11800のタ
ンパク質である6）．IFNにより，ヒト末梢血リンパ
球および腫瘍細胞のHLA　class　I抗原，β，一m，　Fcγ
レセプターなどが細胞表面に増強されるが，細胞よ
りのfi2　一M産生は速やかであり細胞の反応性をよく
反映していると考えられる’8）．また，BRM治療に
対する生体反応モニタリングのマーカーとして有用
であることが報告されている19）．IFNによるβ2－m
の増加機序は完全には明らかではないが，新しい
mRNA合成を誘発することが示唆され，これによ
りβ2－m蛋白合成が増強するものと思われる20）．腫
瘍細胞株としては，慢性骨髄性白血病急性転化時株
K562，急性リンパ性白血病T細胞株Molt　4，
Burkittリンパ腫由来B細胞株Rajiにおいても，
IFN濃度依存的な上清β2－mの増加が報告されて
いる21）．また，正常ヒト培養リンパ球においても，
細胞表面に発現されるβ2－m量は，IFN一α，β，γい
ずれによっても増加し，上清β，一mもこれに一致し
て増加する18）．
（8）
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　今回，Chang肝細胞においては，　IFN一γ単独に
より，濃度依存的に増殖抑制率の上昇がみられた
が，PLC／PRF／5においては，1000　JRL／mlまで
増殖抑制はみられなかった．しかし，上清β2－mは
明らかに濃度依存的に増加しており，細胞死には至
らないまでもIFN一γ反応性は有していることが考
えられる．少なくとも，1000JRL／mlまでは，
Chang肝細胞の方がPLC／PRF／5よりもIFN一γに
対する感受性は高いと考えられる．
　TNF一α単独では，　Chang肝細胞，　PLC／PRF／5
両者に対して増殖抑制効果を示さず，上清β2－mも
無添加に比し大きな変化はみられなかった．
　IFN一γ，　TNF，　IL－1は，リンパ球，マクロファー
ジを介した相互作用が報告されている22）23）．しか
し，今回上清中IL－1は測定感度以下であり，また
肝癌細胞ではIL－1はβ2－m産生に関与しない24）と
いう報告もある．
　ADMは，　cell　cycle－phase　specificに分類される
抗腫瘍性抗生物質であり，特にcell　cycleのS期に
作用する．その抗腫瘍効果の機序は，腫瘍細胞の
DNA　の二重中間に強固に結合することにより
DNA，　RNA　polymerase反応を阻害し，　DNA，
RNA双方の生合成が抑制されることによる25）．
Chang肝細胞ではADM添加で著明な上清β2－M
の増加が認められた．同時に，増殖抑制率はIFN一
γ，TNF一α　単独によるものよりも高値を示した．
PLC／PRF／5においても，　IFN一γ，　TNF一α単独で
はみられなかった増殖抑制が，ADM　O．02μg／ml
で37．9％であった．ADMによる上清β2－mの増
加の理由は明らかではないが，β2－M産生への作用
に加えて，ADMによる直接的細胞破壊に伴う培養
上清中への放出も関与していると思われた．
　cell　cycleにおいて，　IFNはすべてのphaseにお
いてHLA　class　I抗原を増強するが，特にG、期に
おいて発現が著明である26）．また，G、からS期へ
の移行を減少し，かつS期を延長させる27）．言い
換えれば，β2－mの増強は，細胞のIFNに対する
反応性の動態を反映していると考えられる．また，
TNFはG2期を経て細胞融解に至らしめる28）．こ
うしたcytokineのphase－specificな作用は，　cyto－
kine間の併用のみならず，　cell　cycle－phase
specificな抗癌剤との併用による効果増強も期待さ
れる．
　以上をもとに，IFNとTNFもしくはADMの
併用時における増殖抑制効果と細胞反応性の検討を
行った．今回IFN一γとTNF一αの併用実験では，
Chang肝細胞，　PLC／PRF／5とも相乗的な増殖抑
制効果の増強を認めた．また，上清β、一mも著明に
増加し，増殖抑制率と上清β2－mの間には正の指数
相関が認められた．この結果は，IFN一γで腫瘍細
胞を処理すると，TNFのレセプターをup－
regurateし，　in’vitroでの抗腫瘍効果を増強する29）
という報告と一致する．このことより，IFN一γ　と
TNFの併用実験では，同時併用か，先にIFN一γ
を使用するのが合理的であると考えられる．
　今回，IFN一γとADMの併用実験により，　ADM
単独に比し両細胞とも増殖抑制率の増加を認めた
が，いずれもIFN一γ濃度に応じてわずかに増加す
る程度であった．これは，cell　killingはADMが
主体となって行っており，予想されたcell　cycleの
同調による相乗効果が十分得られなかったためと考
えられる．その理由として，先にADMでprein－
cubationした場合と同時併用した場合は，　ADM
による細胞障害が先行したためと思われる．また，
IFN一γによるpreincubationをした場合では，6時
間という時間の制約により，十分なG1／S期への集
積がなされなかったためと思われる．しかし，in
vitro，　in　vivoともに，　IFNと抗癌剤の併用による
効果増強は多数報告されており30），臨床的には，抗
癌剤投与量の減量による副作用軽減が期待され
る31）．
　上清β2－mと増殖抑制率とが指数相関にあること
を考えると，上清β、一mを多く産生する手段により
増殖抑制率も高めることができるといえよう．β2－
mの増加をもたらす主体はIFNであり，腫瘍細胞
のIFN反応性が，併用療法の効果を左右する指標
になると考えられる．
　PIVKA－IIは，プロトロンビンがVitamin　Kの
欠乏により，γ一carboxylationが不十分なために異
常プロトロンビンとなったもので，肝癌細胞より高
率に産生される7）．PLC／PRF／5において，単位細
胞数あたりの上清PIVKA－IIと増殖抑制率との相
関はみられず，PIVKA－IIは，　PLC／PRF／5の細胞
反応性の指標とはなり得ないと考えられた．上清
PIVKA－IIは細胞数に依存しており，肝癌の外科的
切除や化学療法により，血清PIVKA－II値が低下
することと通ずるものと思われる．
　勿伽。における各種のcytokineの複雑なネット
（9）
1990年7月　村田：β2－m，PIVKA－IIを指標とした肝癌細胞株に対する免疫化学療法の効果一　457　一
ワークがさらに解明され，抗腫瘍効果における相互
の役割が明らかになれぼ，それらと抗癌剤の併用
も，より効果的なものとなるであろう．また，腫瘍
細胞の反応性からみて，β2－mは，抗腫瘍剤の治療
効果判定の指標として，測定簡便で優れているもの
と思われる．
結 語
　Chang肝細胞，　PLC／PRF／5に対するIFN一γ，
TNF一α，　ADMの単独および併用効果を，培養上清
fi2　一M，　PIVKA－IIを指標として検討し，以下の結論
を得た．
　（1）PLC／PRF／5において，　IFN一γ単独により
上清β2　一Mは濃度依存的に増加した．Chang肝細
胞では，IFN一γ10　JRU／ml添加時に上清β，一mの
最大値を示した．
　（2）TNF一α単独では両細胞とも上清β2－mの増
加はわずかであった．
　（3）ADM単独により，両胞とも濃度依存的な上
清β，一mの増加を認めた．
　（4）Chang肝細胞は，　IFN一γ，　ADM各々単独に
より濃度依存的な増殖抑制が認められたが，TNF一
α　単独では認められなかった．PLC／PRF／5　は，
ADM　単独により増殖抑制が認められたが，　IFN一
γ，TNF一α単独では認められなかった．
　（5）両細胞とも，IFN一γとTNF一αの併用によ
り，増殖抑制率と上清β2－mの相乗的増加を認め
た．また，ADMとの併用によっても増加傾向を認
めた．
　（6）単位細胞数あたりの上清β2－mは，IFN一γ，
TNF一α，　ADMの単独，併用を問わず，増殖抑制率
と正の指数相関を示した．
　（7）PLC／PRF／5単位細胞数あたりの上清
PIVKA－IIは，　IFN一γ，　TNF一αによって影響を受
けずほぼ一定であり，増殖抑制率と相関しなかっ
た．
　以上の結果から，IFN一γとTNF一α，　IFN一γと
ADMの併用により効果増強が期待され，腫瘍細胞
の反応性の指標として，上清β2－mは有用であると
思われた．
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